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論文内容要 1::0 日
多くの癌細胞では epidermal growth factor (EGF) , transforming growth factor-α(TGF-α) 等に対するレ
セプターである epidermal growth factor receptor (EGFR) の過剰発現が観察されており，これは癌細胞の増
殖を促進することから，癌化学療法の重要な阻害因子のーっとなっている。また EGFR の下流に存在する
mammalian target of rapamycin (mTOR) はオートファジー制御の中心的な役割を担うことが知られ，オート
ファジーは抗癌剤に対する抵抗性に関与しているとの報告がある。このことから， EGFR を制御することによ
る癌化学療法の増強は，癌治療分野では重要な意義を持つと考えられる。本研究は，口腔癌由来細胞株 CHSC-3)
を用いて， 5-fluorouracil (5FU) ，あるいは cisplatin (CDDP) などの口腔癌化学療法で多用される抗癌剤と上
記の EGFR 阻害剤としての Cetuximab (CeÜ との併用増強効果を検討し，その増強メカニズムを解明するこ
とを目的として行った。
HSC・3 に対して Cet， 5FU, CDDP, 5FU/Cet, CDDP/Cet で処理を行い TUNEL 法にてアポトーシスの測
定を行った。その結果， Cet 単独処理ではアポトーシスは誘導されなかったが， 5FU/Cet 処理では 5FU 処理
と比較してアポトーシスの増強が認められ CDDP/Cet 処理では CDDP 処理と比較しアポトーシスの増強は認
められなかった。また， PI3K 阻害剤である LY294∞2 と 5FU との併用では Cet 併用と同様の結果が得られ
た。このことから， 5FU/Cet で観察されるアポトーシス増強効果には， PI3K泊kt 経路が関与していることが
考えられ， Western blot により Cet 単独処理での Akt のリン酸化抑制が確認された。さらに Cet は抗アポトー
シス分子である Bcl-2， Bcl-XL も抑制した。また， 5FU 処理によりオートファジーのマーカーである LC・3
の発現が増強し Cet 処理によりそれが抑制された。さらに，オートファジー抑制剤である 3・methyladenine，
chloroquine と 5FU の併用によりアポトーシスの増強効果が認められた。 5FU/Cet の処理では， 5FU 単独処理
時と比較して有意なカスパーゼの活性化が誘導され，汎カスパーゼ阻害剤によりアポトーシス増強効果が抑制
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されたため 5FU/Cet 処理により増強するアポトーシスはカスパーゼ依存的であると結論した。
以上の結果から， Cet はAkt の活性化抑制，抗アポトーシス因子である Bc1-2， Bcl-XL の抑制，さらには
5FU により誘導されるオートファジー抑制により 5FU のカスパーゼ依存的なアポトーシス機構を促進させる
ことが考えられた。
審査結果要 l::. 日
歯科医療において，口腔癌は予後不良の疾患の一つであり，この疾患をいかに制御するかは我々医療従事者
にとって重要な課題である。口腔癌の治療では抗がん剤による化学療法が用いられるが，この化学療法の効果
についてはまだ十分とは言えない状況である。
本研究は，分子標的薬剤の一つである Cetuximab (Erbitax@) と口腔癌化学療法で使用されている既知の抗
がん剤 (5・FU， CDDP) との併用によるアポトーシス増強効果とその機構について，口腔癌細胞株 (HSC-3，
HSC・4) を用いて詳細に検討，解析したものである。これまで， Cetuximab による細胞周期の停止や，遺伝子
変異と Cetuximab 感受性の関連性についての報告などはみられるが，抗がん剤との併用によるアポトーシス
増強とその機構を詳細に検討した基礎的な報告はあまりみられず，その解析は基礎的，臨床的にも重要である。
本論文によると， (1) Cetuximab 単独ではアボトーシスは誘導しないが， 5・FU との併用により有意にアポトー
シス増強を示したこと， (2) Cetuximab 併用処理同様， PI3K/Akt 阻害剤である LY294002 の併用処理によって
もらFU のアポトーシス増強が認められたこと， (3) Cetuximab 処理で Akt の活性化が抑制され， Cetuximab 
と 5・FU の併用処理によりアポトーシス抑制に働いている分子である Bcl-2， Bcl-XL の抑制が認められたこと，
(4) Cetuximab と 5・FU の併用処理によりアポトーシスのマーカーである caspase-3， PARP の cleavage が認
められ，汎カスパーゼ阻害剤である z-VAD-FMK によりCetuximab と 5・FU 併用によるアポトーシス増強が抑
制されたことが述べられている。また (5) 5-FU 処理によりオートファジーのマーカーである LC3- 1Iの発現
が増強し， Cetuximab 処理によりそれが抑制されたこと， (6) オートファジー抑制剤である 3・methyladenine，
chloroquine と 5・FU の併用においてアポトーシスが増強されたことについても検証されている。
以上のように本論文では口腔扇平上皮癌細胞株において， Cetuximab が Akt の活性化， Bc1-2, Bc1-XL を抑
制することにより 5・FUのアポトーシス誘導効果を増強させ，これがcaspase依存的で、あることを明らかにした。
さらに， Cetuximab と 5-FU の併用によるアポトーシス増強にオートファジーが関与していることを示唆して
いる。 Cetuximab と 5・FU の併用によるアポトーシス増強とその機構の詳細な知見は基礎的，臨床的に有用な
情報をもたらしたものと考えられる。
よって，本論文は博士(歯学)の学位授与に値するものと認める。
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